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POLYPEPTIDE CHIMERIQUE COMPRENANT LE 
FRAGMENT B DE LA TOXINE SHIGA ET DES PEPTIDES DMNTERET 

THERAPEUTIQUE 

5 L'invention a pour objet des moyens et leur utilisation pour le 

transport intracelluiaire des proteines ou polypeptides ainsi que la 
presentation membranaire de certains epitopes. 

Le transport retrograde peut §tre d6fini comme le cheminement 
des molecules de la membrane cellulaire vers le reticulum endoplasmique 

0 (RE), en passant le cas echeant par I'appareil de Golgi. Ce mecanisme a 
ete mis en evidence pour certaines classes de proteines du reticulum 
endoplasmique porteuses du tetrapeptide KDEL S leur extremite carboxy- 
tenninale (ou HDEL dans la levure). Tant des evidences biochimiques que 
morphologiques indiquent que ces proteines quittent le reticulum 

5 endoplasmique, atteignent I'appareil' de Golgi dans lequel elles subissent 
des modifications dans leur chame carbohydrate puis sont redirigees vers 
le reticulum endoplasmique. Le tetrapeptide KDEL est un signal de 
retention qui permet de pieger le peptide ou la proteine a laquelie il est 
attache dans le reticulum endoplasmique, ce piegeage ayant lieu par 

0 interaction a une pnsteine recepteur de ce motif KDEL decrit par Lewis M.J. 
et al dans Nature, 348 (6297) : 162 : 3. 1990 Novembers. 

D'autres evidences sur I'existence d'un transport retrograde 
intracelluiaire viennent de I'etude de certaines toxines bacteriennes qui 
entrent dans le cytosol des cellules eucaryotes apres passage dans le 

5 reticulum endoplasmique (Pelham et al. (1992) Trends cell. Biol., 2 : 183- 
185). Un exemple particulierement etudie est celui de la toxine de Shiga de 
Shigella dysenteriae, ainsi que les toxines de type Shiga de E. coll . Ces 
toxines sont composees de deux chames polypeptidiques, I'une (le 
fragment A) est le fragment toxique et porte une activite deadenylase qui 
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inhibe la synthese proteique par action sur I'ARN ribosomal 28S. alors que 
I'autre sous-unite (fragment B) pennet le coupiage de la toxine sur sa cible 
(O'Brien et ai (1992). Curr. Top. Microbiol. Immunol. ISO: 65-94). Des 
etudes en microscopie electronique ont montre que la toxine de Shiga peut 
etre detectee dans ie RE des cellules A 431, Vero, des cellules Daudi 
notamment (Sandvig et al,1992 et 1994; KHINE. 1994). En outre, le 
traltement des cellules avec un metabolique fongique qui provoque la perte 
de la structure de fappareil de Golgi (brefeldine A) protege les cellules 
centre la toxine de Shiga suggerant ainsi qu'elles traversent I'appareil de 
Golgi avant d'atteindre le RE. Kim et al (1996) ont enfin confirme que le 
fragment B de la toxine est localisee dans I'appareil de Golgi. 

L'etat des connaissances sur le transport retrograde, et 
notamment le transport du fragment B de la toxine Shiga dans le RE est 
donne dans les references suivantes : Sandvig et ai (1992) Nature 
358:510-512; Sandvig et al (1994) J. Cell. Biol 126:53-64; Kim et 
al,(1996) J. Cell. Biol 134 : 1387-1 399. 

Le transport intracellulaire est defini comme I'ensemble des 
echanges entre les differents compartiments cellulaires. 

Les auteurs de la presente demande ont observe que le 
fragment B etait achemine non seulement vers le RE. mais aussi dans le 
noyau de cellules des lignees hematopoietiques notamment les cellules 
dendritiques et les macrophages. 

Les auteurs ont montre que ces cellules, Incubees en presence 
de deux micro-molaires du fragment B-gly-KDEL tel que decrit ci-dessous 
pendant trois heures puis fixees. presentaient une reactivite avec des 
anticorps specifiques contre la toxine dans le noyau et meme dans le 
nucleole de ces cellules (resultats non publies). ce qui indique bien 
I'existence d'un transport intracellulaire dudit fragment. 
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La presente invention results des observations sur le transport 
intracellulaire du fragment B de la toxine de Shiga (le Fragment B) et utilise 
ses proprietes d'acheminement pour construire una sequence 
polypeptidique chimerique contenant : 
5 - soit un peptide ou polypeptide d'interet therapeutique lie a ce 

fragment ou tout equivalent fonctionnel de celui-ci. 

- soit une sequence polynucleotide portant une sequence dont 
I'expression est recherchee. Le couplage entre le fragment B et la 
sequence polynucleotidique est realise par toute technique connue de 
10 I'homme du metier et notamment celle decrite par Allinquant B. et al dans 
Journal of Cell Biology. 1288 (5) : 919-27. (1995). 

Outre le couplage covalent de molecules d'ADN ou d'autres 
molecules au fragment B, un couplage peut etre realise par I'intermedialre 
d'une Interaction non covalente forte. Pour cela. et a titre d'exemple, rADN^ 
15 du fragment B est fusionne avec celui de la streptavidine ou avec tout autre 
derive de I'avidine, selon les methodes decrites (Johannes et al. (1987) J. 
Biol. Chem., 272: 19554-19561). 

La proteine resultant de la fusion (B-Streptavidine) peut etre 
soumise a reaction avec I'ADN biotinyle obtenu par PGR en utilisant des 
20 amorces biotinylees. ou avec tout autre substance biotinylee. Le complexe 
resultant est lie aux cellules cibles et devrait etre transports comme le 
fragment B intracellulaire. 

Selon une autre methods de couplage, on a recours a une etape 
de biotinylatlon site-sp6clfique du fragments. Pour cela. I'ADNc du 
25 fragment B est fusionne avec I'ADNc codant pour le site de reconnaissance 
de I'enzyme BirA (Boer et al. (1995) J. Bacterial, 177: 2572-2575 ; Saou et 
al. (1996) Gene, 169: 59-64). Apres biotinylatlon in vitro , le fragment B est 
lie a d'autres molecules biotinylees (telles que des ADN^. voir ci-dessus) 
par I'intermediaire de la streptavidine ou de tout autre derive tetravalent de 
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I'avidine. 

Par equivalent fonctionnel, on entend touts sequence derivee du 
Fragment B par mutation, deletion ou addition, et presentant les memes 
proprietes d'acheminement que le Fragment B . 

5 De fa?on elargie, un equivalent fonctionnel peut etre constltue 

par tout fragment presentant les proprietes de transport retrograde et 
meme de transport intracellulaire jusqu'au noyau, que celles decrites pour 
le Fragment B. A titre d'exemple, on peut citer le Fragment B de la 
verotoxine decrit dans Proceedings of the National Academy of Sciences of 

0 the United States of America, 84 (13) : 4364-8. 1987 July, ou le Fragment 
B de la ricine decrit par Lamb F.I. et al dans European Journal of 
Biochemistry. 148 (2) : 265-70, (1995). Apres description des proprietes 
particulieres de transport de ces fragments, I'homme du metier saura 
choisir le fragment qui sera le meilleur candidal comme vecteur 

5 d'acheminement d'une sequence quelconque dans un compartiment 
cellulaire quelconque. 

Ainsi. la presente demande couvre ['utilisation du fragment B de 
la toxine de Shiga, ou tout autre sous-unite de toxines bacteriennes qui 
aurait des activites comparables, et en particulier des proprietes 

0 d'acheminement analogues a celles du fragment B. y compris des 
polypeptides mimant le fragment B de la toxine de Shiga. Ces 
polypeptides, et de fagon generate ces equivalents fonctlonnels peuvent 
etre identifies par des methodes de criblage (Screening methods) qui ont 
en commun le principe de ia detection de ['interaction entre des sequences 

5 peptidiques aleatoires (random) et le recepteur Gbg. ou des analogues 
solubles de ce recepteur. A titre d'exemple. I'utilisation de banques de 
phages (phage-library) exprimant des sequences peptidiques aleatoires 
pour la selection sur des colonnes d'affinite comportant du Gb, ou apres 
hybridation a des analogues solubles et radioactifs du Gbj peut etre mise 
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en oeuvre. Le glycolipide Gb^ a ete identifie comme etant le recepteur 
cellulaire de la toxine de Shiga (Lingwood (1993), Adv. Lipid Res.. 25: 189- 
211). Gbg est exprime par les cellules sensibles a la toxine et 
I'intemalisation de la toxine serait permise par le biais d'une interaction 
5 avec Gbj. Les inventeurs de la presente demande ont montre que dans 
des cellules HeLa dans lesquelles I'expression du recepteur Gbj a ete 
inhibee (figure 1 ) A), le fragment B internalise n'est pas transporte dans 
I'appareil de Golgi mais est accumule au niveau des structures vesiculaires 
dans le cytoplasme, principalement representees par les lysosomes. Dans 
10 les cellules controle. le fragnnent B est transporte au niveau de I'appareil de 
Golgi (figure 1) B). 

Cette hypothese selon laquelle en I'absence du recepteur Gbg. 
le fragment B n'est plus transporte vers le systeme de biosynthese ou de 
secretion, est confirmee par des experiences biochimiques (figure 2). 
15 Les Inventeurs ont montre qu'en presence de I'inhibteur de 

synthese du recepteur Gbj. PPNP (+PPNP). jusqu'a 50 % du fragment B 
internalise est degrade sous forme de materiel TCA soluble, ce qui est 
conforme a une activite de transport vers un compartiment de degradation 
ulterieure tel que un compartiment endosomal ou lysosomal. Lorsque la 
20 synthese du recepteur Gba n'est pas inhibee (-PPNP). une proportion 
beaucoup plus faible de fragment B internalise devient TCA soluble. On 
peut done conclure que la presence du recepteur Gbg est necessaire pour 
I'adressage du fragment B dans des compartiments specifiques, ce qui 
plaiderait en faveur du fait que I'aspect preponderant de I'activite du 
25 fragment B serait sa liaison au recepteur Gbg. 

La presente invention a pour objet des sequences 
polypeptidiques chimeriques. lesdites sequences comprenant au moins : le 
fragment B de la toxine de Shiga ou un equivalent fonctionnel de celui-ci a 
laquelle est liee a lextremite carboxy-terminale un ou plusieurs 
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polypeptides X, repondant a la formule suivante : 

B - X, dans laquelle : 
- B represente le fragment B d'une toxine comma celle de Shiga, dont la 
sequence est decrite dans N. G. Seidah et al, (1986) J. Biol. Chem. 2£1 : 
5 13928-31, et dans Strockbine et al (1988) J. Bact. 170 : 1116-22, ou un 
equivalent fonctionnel de celle-ci. ou de verotoxine ou de ricine (references 
supra). 

-.X represente un ou plusieurs polypeptides dont la longueur 
totale a comme limlte superieure celle de la compatibilite avec un transport 
10 retrograde ou intraceliulaire. 

La presente invention porte egalement sur des molecules 
chimeriques de structure 

B-X' 

dans lesquelles B a la meme signification que ci-dessus et X' 
15 represente une sequence nudeotidique codant une sequence peptidique X 
dont I'expression est recherchee. notamment un epitope d'antigene. 

Les molecules chimeriques de I'inventlon peuvent en outre 
comporter : 

a) des sites de modification, tels un site de N- glycosylation constitue 
20 denviron 20 acides amines, des sites de phosphorylation ou toute 

sequence necessaire a une eventuelle maturation de la molecule. 

b) un signal de retention de type du tetrapeptide KDEL(Lys-Asp- 
Glu-Leu) qui, quand il est lie a I'extremite carboxy-terminale des proteines 
residentes du RE, entraine une retention apres la maturation des proteines 

J5 par passage dans I'appareil de Golgi. Une synthese sur le role du signal de 
retention dans la maturation proteique est proposee dans M. J. Lewis et al. 
(1992) Cell. 6§_:353-64. 
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De fapon plus generate, les sequences polypeptidiques 
chimeriques pourront comprendre : 

- toute sequence necessaire a ia maturation de la proteine dans 
un systeme ceilulaire adapte ; 
5 - toute sequence necessaire a la reconnaissance d un type 

ceilulaire donne par la molecule chimerique, permettant ainsi une 
selectivite d'action et de penetration dans le cytoplasme de ia cellule. 

Le point commun a toutes les sequences de structure B - X ou 
B - X' chimeriques est qu'elles contiennent le fragment B, ou un equivalent 
10 fonctionnel de celui-ci. 

Les molecules chimeriques de I'invention permettent un 
acheminement des sequences X ou du produit d'expression de X* dans le 
RE. Quand X est ii^ au Fragment B, le transpdrt retrograde passe 
egalement par I'appareil de Golgi et probablement par les endosomes. En 
15 outre, dans certaines conditions, les molecules de I'invention peuvent subir 
une maturation conduisant a une presentation membranaire de certains 
epitopes contenus dans la sequence poiypeptidique chimerique. 

Par maturation, on entend tout processus qui. a partir d'un 
polypeptide donne, conduit a Temergence de peptides qui. eux-memes. 
20 pourront §tre presentes dans un compartiment ceilulaire y compris ie 
cytoplasme. La maturation peut etre effectuee. soit par coupure 
enzymatlque dans le reticulum endoplasmique. soit par transport dans le 
cytoplasme dans lequel le polypeptide subit un clivage puis les peptides 
ainsi obtenus sont transportes a nouveau dans le reticulum 
25 endoplasmique. 

Les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite de 
classe I (CMH cl I) peuvent se charger des molecules polypeptidiques 
d'int6r§t X ou X' apres un tel clivage et §tre presentees sur les membranes 
cellulaires. 
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Quand la molecule chimerlque de i'lnvention consiste en un 
couplage d'un fragment B de son equivalent avec une molecule 
polynucleoditique ou un vecteur d'expression comportant une sequence 
dont rexpression est recherchee, le polypeptide ainsi synthetise. apres 
transcription dans le noyau puis traduction dans le cytoplasme. pourra 
subir les memes etapes de clivage. maturation et transport intraceilulaire 
que ce qui est decrit cl-dessus pour une sequence chimerlque 
polypeptidique. 

Des molecules polypeptidiques chimeriques conformes a 
I'lnvention peuvent constituer un principe actif dans une composition 
therapeutique pour l immunotherapie par un mecanisme qui se rapproche 
des processus biologiques quant a la presentation antigenique appropriee 
au developpement de la reaction immune. Le fragment X represente alors 
un ou plusieurs epitopes dont la presentation membranaire est recherchee 
a la surface des cellules. La tallle du fragment X est limitee uniquement par 
la capacite de transit intraceilulaire des molecules chimeriques concernees. 

Cette approche peut etre envisagee tant pour une immunotherapie 
anti-infectieuse ou anti-cancereuse que pour constituer un leurre 
antigenique dans certaines maladies auto-lmmunes. 

Tout type d antigenes presentes par des CMH cl I est un bon 
candidat pour selectionner des epitopes simples ou chimeriques qui font 
partie des constmctions de {'invention. A titre d exemple nous citerons : 

a) Epitopes hiimalns derives dft prnt^ir^ o s df» r,.ii,.Uc 
melannrr^ia ; 



- BAGE issu de la Tyrosinase (Boel. P. et al (1995). Immunity 2 

167-75); 

- GAGE issu de la gp75 (Van den Eynde. B. et al (1995), J. Exp. 
Med. Ig2. 689-98) ; 
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- Tyrosinase (Brichard V. et al (1993). J. Exp. Med. 178. 489-95) 

- p15 issu de la Melan A/MART-1 (Coulie P.G. et al (1994). 
J. Exp. Med. 180. 35-42; Kawakami Y. et al. (1994). J. Exp. Med. 180. 
347-52) ; 

- MAGE-1 et -3 issus de la p-catenine (De Plaen E. et al (1994), 
Immunogenetics 40. 369-9 ; Traversari C et al (1992). J. Exp. Med. 176 . 
1453-7). 

b) Epitopes humalns derives de oroteines dft viniR impligups 
dans le develoDPement du ranrfir • 

- Peptides derives des proteines E6 et E7 du HPV 16 (Feltkamp 
M.C. et al (1993). Eur. J. Immunol. 22. 2242-9 ; Davis H.L. et a! (1995). Hum 
Gene Ther§, 1447-56) ; 

- Peptides derives de ia proteine Hbs du HBV (Rehermann B. et 
al (1995), J. Exp. Med. ISl. 1047-58) ; 

- Peptides derives des proteines du EBV (Murray R.J. et al 
(1992), J. Exp. Med. 176. 157-68) ; 

- Peptide derive du cytomegalovirus 

Epitopes humai ns deriv^.c; d'oncoqenft? • 

- p21ras (Peace D.J. (1993), J. Immumnother 14. 110-4; 
Ciernik. I.F. et al (1995) Hybridoma M. 139-42) ; 

- p53 (Gnjatic S. (1995). Eur. J. Immunol. 25. 1638-42) 

^ — Epitopes — Presentant un intaret notir les ma|f ^f^pc 
autoimmunftR • 

Ces epitopes peuvent etre choisis parmi ceux decrits par Chiez 
R.M. et al (1994) dans Immunol. Today 15. 155-60. 

e) Epitppgs presentant tin interet dans le contpyt^ des matarilAg 
infectieiicttag ; 

A titre d'exemple de tels epitopes, on peut citer ceux decrits par 
Furukawa K. et al (1994) dans J. Clin. Invest. 94. 1830-9. 
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Dans les constructions de I'invention, X ou le produit 
d'expression de X' peut egalement representer une sequence 
polypeptidique permettant la restauration d une fonctlon du transport 
intracellulaire perturbee par quelque cause que ce soit. A titre d exemple, 
une molecule biologique peut etre piegee dans le RE du fait dune 
modification par mutation, deletion ou addition d'une sequence, ayant pour 
effet de bloquer la maturation ou le transit de cette molecule. C'est le cas. 
par exemple. du mutant CFTR (A F508) dont la liaison a une molecule 
chaperonne, telle la calnexine. est modifiee de telle maniere que son 
relargage est empeche ou retarde, empechant ainsi le transit intracellulaire. 
Cette mutation est la cause de la mucoviscidose. L'introduction dans le 
reticulum endoplasmique d'une replique non mutee pourrait permettre de 
deplacer les chame N-glycosylees de la glycoproteine CFTR (a F508) du 
site d'interaction avec la calnexine. ayant pour effet de permettre a 
nouveau le transport de la proteine jusqu'a la membrane plasmique. et un 
fonctionnement normal des cellules epitheliales du poumon. 

L'invention porte egalement sur des constructions d'acides 
nucleiques . et en particulier d'ADN ou d'ADNc comprenant une sequence 
de nucleotides codant pour la proteine chimerique dont la structure et ses 
differentes variantes sont defmies ci-dessus. Plus particulierement. 
rinvention porte sur des vecteurs d'expression ou plasmides porteurs des 
constructions ci-dessus et susceptible de les exprimer dans des cultures 
bacteriennes. A titre d'exemple, le vecteur d'expression peut etre le 
plasmide pSU108 decrit dans G. F. Su et al. (1992) Infect. Immun.. 
gQ.:3345-59. 

Plus particulierement, ['invention porte sur des constructions 
comprenant : 

- la sequence codant pour le fragment B, 

- une sequence codant pour un ou plusleurs polypeptides dont 
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I'expression est recherchee. II peut s'aglr d'epitopes dont I'expression 
membranaire est recherchee a la surface des cellules ; il peut s'agir 
egalement de polypeptides permettant la retention des proteines dans 
I'apparell de Golgi ; il peut s'agir enfin de polypeptides permettant de 
5 restaurer un fonctionnement perturbe du transport intracellulaire. 

La construction pourra en outre comporter. toute sequence 
d'acide nucleique codant pour un polypeptide dont la presence permet un 
transport intracellulaire correct dans les cellules destinees a etre traitees 
par les molecules de I'invention. II pourra s'agir en particulier : 
■JO - d une sequence codant pour un signal de N-glycosylation. 

- d une sequence codant pour le signal de retention KDEL. 

La construction polynucleotidique de Tinyention est sous le 
controle d'un promoteur, de preference un promoteur fort permettant un 
taux d expression correct dans les bacteries dans lesquelles il a ete 
15 transfecte. 

L'invention a egalement pour objet des bacteries transfectees 
comprenant ces constructions, et susceptibles de produire les proteines ou 
polypeptides chimeriques de invention. 

Les cellules h6tes traitees par les molecules de l'invention font 
20 egalement partie de l'invention ; elles peuvent etre tout type de cellules et 
notamment : 

-celles qui peuvent etre traitees ex vivo comme les cellules du 
systeme immunitaire actives dans le declenchement de I'immunite 
cellulaire. telles les cellules dendritiques, les macrophages, ou les 
25 lymphocytes B ; 

- celles qui peuvent §tre traitees in situ comme les cellules 
epitheliales utiiisables dans la restauration de fonctions alterees soit par un 
deficit genetique, soit par une perturbation metabolique ; 

- des cellules cancereuses. 
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De maniere generate, Les molecules chimeriques de I'invention 
permettent d'approcher une methode therapeutique nouvelle qui 
s'affranchit des problemes lies aux vecteurs viraux ou retroviraux 
habltuellement utilises pour integrer et faire exprimer des molecules 
5 exogenes dans des cellules animales. La methode therapeutique. telle 
qu elle decoule des molecules de I'invention, conslste a traiter directement 
les cellules d un patient, soit ex vivo, soit par application directe de type 
stereotaxique des sequences polypeptidiques chimeriques, ou enfin par les 
methodes classiques de traitement mucosal, comme les aerosols. 

10 L'invention porte sur I'utilisation des polypeptides chimeriques 

ou des sequences polynucleotidiques codant pour les polypeptides de 
invention dans la fabrication de compositions therapeutiques, dans 
laquelle des polypeptides particuliers sont exprimes au niveau des 
membranes des cellules cibles. Ces polypeptides sont de fapon 

15 avantageuse des epitopes contre lesquels le developpement d'une 
reaction immunologique est recherchee qui sont alors presentees a la 
surface des cellules du systeme immunitaire, notamment des cellules 
dendritiques, des macrophages ou des lymphocytes B. Le fragment B de la 
toxine de Shiga agit comme un vecteur d'epitope permettant de 

20 programmer des cellules presentatrices d'antigenes. 

La presente invention porte sur une methode d'immunotherapie, 
consistant a augmenter I'immunite cellulaire suite a une presence d'un 
antigene indesirable dans un organisme. ladite methode consistant a faire 
exprimer par les cellules clefs de I'immunite cellulaire, comme les cellules 

25 dendritiques et les macrophages, des epitopes particuliers. La methode de 
traitement selon I'invention vise a declencher I'immunite a mediation 
cellulaire et humorale en chargeant les molecules du CMH cl I ou cl II avec 
les epitopes d'interet. apres restriction dans les cellules cibles. Cela conduit 
a une activation des cellules T cytotoxiques a l encontre de I'antigene dont 



wo 99/03881 



PCT/FR98/01S73 



13 

l elimination est recherchee. 

Les epitopes presentes grace aux constructions de l invention 
sont issus d antigenes viraux, parasitaires. bacteriens. ou de touts cellule, 
organite. ou micro-organisme dont l elimination est recherchee. comme 
5 peuvent I'etre des cellules cancereuses ou infectees. Les epitopes 
peuvent egalement etre des leurres permettant aux molecules du « soi » 
reconnues comme des antigenes etrangers dans des maladies auto- 
immunes d'etre remplacees par les epitopes de I'invention. entrainant ainsi 
a un ralentissement ou a la diminution de la reaction immunitaire. 
0 Des exemples de ces epitopes sont cites ci-dessus a I'occasion 

de la description des sequences polypeptidiques chimeriques. 

Linvention porte egalement sur I'utilisation des molecules 
chimeriques de I'invention dans la fabrication de compositions 
therapeutiques, dans laquelle les polypeptides particuliers que I'on 
5 souhaite exprimer permettent la resftauration du transit intracellulaire d une 
proteine dont la structure alteree conduit a son piegeage dans le RE et a 
un deficit dexpression. Cest le cas des proteines d'expression 
membranaire qui subissent une maturation intracellulaire. incluant des 
glycosylations, sulfations, repliements (folding) etc. 

Un exemple particulier est celui du mutant CFTR (a F508) dont 
I'attachement a une molecule chaperonne comme la calnexine est modifie 
suite a une modification de la proteine ; ce qui conduit a un piegeage de la 
molecule, cause de la mucoviscidose. et qui se traduit par une insuffisance 
generate des secretions exocrines, notamment au niveau du pancreas et 
des poumons. 

La presente invention porte sur une methode de traitement 
therapeutique de maladies dont I'origine est un defaut de secretion de 
proteines ; la methode consiste a administrer directement les polypeptides 
chimeriques ou a administrer dans les cellules des patients I'informatlon 



0 
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genetique sous forme de plasmides porteurs de sequences exogenes 
codant pour un peptide ou polypeptide qui permettra la restauration de ia 
fonction cellulaire deficiente. 

Cette restauration peut resulter soit de la supplementation de la 
5 fonction deficiente par le polypeptide X. soit d'une competition entre la 
proteine mutee et le polypeptide synth6tise a partir de la sequence 
exogene pour la liaison avec une molecule ou un recepteur specifique de 
la machinerie cellulaire. Un exemple particulier est le traitement du mutant 
precite. cause de la mucoviscidose. par administration d un vecteur porteur 
10 d une sequence codant pour le site d'attachement de la proteine CFTR 
avec sa molecule chaperonne, ou par administration directe du polypeptide 
chimerique. 

Les constructions de I'invention mettent a la disposition de la 
communaute de la sante humaine ou animale un moyen therapeutique 
15 nouveau pour traiter les maladies" ayant pour cause un deficit du transit 
intracellulaire, ou pour augmenter ou induire une presentation 
membranaire d'une molecule, d'un polypeptide ou d un epitope d'interet. 

D autres proprietes de I'invention apparaitront a la lumiere des 
exemples et des figures qui suivent. 
20 LEGENDE DES FIGURES : 

Figure DA, : Cellules Hela dans lesquelles I'expression du 
recepteur Gbj a ete inhibee. Le fragment B internalise n'est pas transporte 
vers I'appareil de Golgi mais est accumule dans les structures vesiculaires. 

£iaU£§JlE: Cellules Hela controles dans lesquelles le 
fragment B et transporte vers I'appareil de Golgi. 

^'^"''^ ^ •■ "''est biochimique montrant le defaut de transport du 
fragment B. 

Figyrg^ : Presentation CMH classe restreinte de proteines de 
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fusion Shiga B-Mage 1 a des cellules monocytaires du sang peripherique 
(CMSP ou PBMC) : role de la sequence KDEL. Les CMSP (5 x 10*) ont ete 
primees pendant une nult avec soit le peptide Mage 1 (1 pM), soit Mart 1 
(1 pM) ou les proteines de fusion Shiga B-Mage 1 (1 pM) avec une 
5 sequence de recyclage vers le reticulum endoplasmique active (B-Mage 1- 
Glyc-KDEL) ou inactive (B-Mage 1-Glyc-KDELGL). Apres lavage. 2x10'' 
cellules T cytotoxiques specifiques pour I'epitope Mage 1 (clone 82/30) ont 
ete incubees avec les cellules CMSP primees pendant 24 heures. Les 
surnageants ont ete ensuite collectes et testes pour la production 
10 d'interferon y. 

^'g^re 4 : Presentation CMH classe I restreinte de la proteine de 
fusion Shiga B-Mage 1 par differents types de cellules presentatrices 
d'antigenes. Des cellules lymphoblastoides B (0), des cellules dentritiques 
(+). ou des cellules T (□) donates ont 6te primees avec la proteine de 

15 fusion solubte Shiga B-Mage 1 comme dans la figure 3. La presentation de 
peptides Mage 1 a ete testee avec la lignee 82/30 CTL. 

Eigurg^: Analyse de la specificite de la presentation CMH 
classe I restreinte de la proteine de fusion Shiga B-Mage 1 par des lignees 
de cellules lymphoblastoides B. Les cellules de la lignee B lymphoblastoide 

20 BM21 (HLA-AI ) ou BV1 (HLA.A2) ont ete primees pendant la nult avec soit 
le milieu seul, soit les peptides synth6tiques Mage 1 ou Mart 1 (1 pM). soit 
la proteine de fusion Shiga B-Mage 1 (1 pM). soit la proteine de fusion 
Antp-Mage1. ou le fragments de la toxine de Shiga sauvage. Apr6s 
lavage, les cellules specifiques de Mage 1 CTL 82/30 (A) ou de Mart 1 CTL 

25 LB373 (B) ont ete incubees pendant 24 heures avec des cellules B-EBV 
primees. Les surnageants ont ete ensuite collectes et testes pour la 
production d'interferon y. 
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I - Construction d'un polynucleotide ciiimerique 
recombinant et production du polypeptide correspondant. 

I - 1 ) Constmrti on du nlasmiHp 

L'epitope X choisi est I'epitope MAGE, present dans les cellules 
5 cancereuses de patients atteints de melanome. Le plasmlde utilise est le 
plasmide pSU108 decrit dans Su et al.. 1992. Infect. Immun. fiQ:33-45. 
3359. 

Les amorces PCR utilises sont les suivantes : 

5-ACTAGCTCTGAAAAGGATGAACTTTGAGAATTCTGACTCAGAATAGCTC- 

0 5'-CTTTTCAGAGCTAGTAGAATTAGGATGATAGCGGCCGCTACGAAAA 
ATAACTTCGC-3' 

Ces amorces sont utilisees avec des amorces specifiques du 
vecteur ShigaAtpE (5') 

5'-CACTACTACGTTTTAAC-3' 
5 5'-CGGCGCAACTATCGG-3', 

afin de produire des fragments qui ont ete clones au niveau des 
sites de restriction SphI et Sail du plasmide SU108. 

Des fragments adaptateurs contenant le site de glycosylation et 
la sequence KDEL. compose des oligonucleotides sulfate 1 : ((5' 
0 phosphorylated; 5'-GGCCGCCATCCTAATTCTACTTCT-3') et sulfate 2 (5'. 
CTCAGAAGTAGAATTAGGATGGC-3') ou de sulfate 3 (5-- 

GAGTCTGAAAAAGATGAACTTTGATGAG-3') ont ete ligatures pendant la 
nuit a IB'C. 

Les fragments resultants ont ete clones dans les sites de 
restriction de pSU108 NotI et EcoRI et contenant le cDNA codant pour B- 
Glyc-KDEL. 

I - 2) Purification rie p^^f^i^^p 

La purification des fragments recombinants est faite egalement 
selon la technique decrite dans Su et al. 1991. cite plus haut. Brievement. 
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des cellules de E. coli contenant des plasmides d'expression recombinants 
obtenus a partir de pSU108 sont mis en cultures toute la nuit a 30°C. La 
culture a ensuite ete diluee 5 fois dans du LB supplemente avec 50 mg/ml 
d'ampicilline a 50°C. Apres incubation pendant 4 heures a 42°C, les 
5 cellules sont lavees largement dans 10 mM Tris/HCI. pH 8. incubees 
pendant 10 min. dans 10 mM Tris/HCI. pHB; 25% de sucrose, 1 mM EDTA. 
et finalement resuspendu rapidement dans un melange eau-glace 
contenant 1 mM de PMSF et un melange d'inhiblteur de protease 
(leupeptlne, chymostatine. pepstatine. antipaine. et aprotinine). La derniere 
10 etape conduit a la rupture du periplasme. Apres clarification, le surnageant 
est charge sur une colonne QFF (Pharmacia) et elue par un gradient 
lineaire de NaCI dans 20 mM Tris/HCI. pH 7.5. Selon la construction, le 
fragment B est elue entre 120 mM et 400 mM. Les fractions contenant le 
fragment B sont ensuite dialysees centre 20 mM de Tris/HCI. pH 7.5. et 
15 rechargees sur une colonne mon6Q (Pharmacia) et eluees de la meme 
fapon que precedemment. Les proteines resultantes, estimees a un degre 
de purete de 95% par gel d'electrophorese en polyacrylamide-SDS. sont 
ensuite stockees a -BCC jusqu'a utilisation. 

' - 3) Induction d'unft rp>p nnse CTI in vitrn 
2° Des cellules dendritiques (CD) sont mises en culture suivant des 

protocoles pr6etablis (Romani et al.. 1994). En bref, des PBMC sont 
remises en suspension dans le milieu d'Iscove et incubees pendant 2 h a 
ST-C dans des boites a 6 puits. Les cellules qui n'ont pas adhere sont 
enlevees et les cellules restantes sont incubees a 37°C en presence de 
25 GM-CSF (800 U/ml) et dML-4 (500 U/ml). Apres 5 jours de culture. IL-1a et 
IFN-Y respectivement a une concentration de 50 U/ml et 150 u/ml, sont 
ajoutes et I'incubation est poursuivie a 30»C pendant 24 h. Les cellules 
dendritiques sont ensuite remises en suspension dans le milieu d'Iscove en 
presence de concentrations croissantes de fragment B couple a I'epitope 
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MAGE et en presence de la p2-microglobuiine humaine a 3 pg/ml, ceci afin 
d'ameliorer la capacite des cellules a la presentation des epitopes 
membranaires. Ce melange est incube a 30°C pendant 4 h. Des CD qui ont 
internalise le fragment B couple a cet epitope sont irradiees a 5000 rad. 
5 assemblees par centrifugation, remises en suspension, et melangees a des 
lymphocytes CDS* (preparees a partir des PBMC). Ces CD pulsees avec 
un antigene et les CD8* sont ensuite gardees en co-culture en presence 
d'IL-7 a 5 ng/ml. 

Apres 10 jours, les lymphocytes CDS' repondeurs sont 
10 restimules par des CD irradiees fraichement preparees. qui ont ete elles 
aussi incubees en presence de concentrations croissantes de fragment B 
couple a ce meme epitope. La co-culture de CD et de lymphocytes CDS* 
repondeurs est poursuivie en presence d'IL-2 et d'IL-7 a 10 U/ml et 5 ng/ml. 
respectivement. Ce protocole de restimulation est r6pete 3 fols. 

Po""" mesurer I'induction d'une reponse de CTL. les lymphocytes 
CDS* repondeurs pre-stimules comme decrit ci-dessus sont incubes en 
presence de cellules cancereuses ou de cellules infectees par un virus. 
Ces cellules qui expriment I'epitope choisi ont ete marquees avec du Na2 
^'Cr04 puis mises en contact avec les CDS* repondeurs pendant 5 h 
20 (Bakker et al.. 1994). La radioactivite liberee dans le milieu est ensuite 
detenninee. permettant de quantifier ractlvlte cytotoxique des lymphocytes 
CDS* repondeurs pre-stimules. 

Resultats 

II - Presentation de I'antigene MAGE I par des cellules Pena- 
25 EBV et dendritlques pulsees par un fragment B de la toxine Shiga 
porteur de cet antigene. 

" ■ Etude moroholnniqitA du transnnrt intrarftliiilaire d'lin 
fragment R pnf^a ur de i'spitnoe MAfip-l 

Nous avons montre qu'il est possible de fusionner une sequence 
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peptidique a Textremite carboxy-terminale du fragment B de ia toxine Shiga 
tout en preservant le routage intracellulaire de cette proteine vers le 
reticulunn endoplasnnlque (RE). Cette dennonstration a ete effectuee en 
construisant des polypeptides chimeriques comprenant le fragment B, le 
5 site de N-glycosylation et le signal de retention KDEL. A titre de temoin, le 
signal de retention KDELGL a ete utilise qui est la version inactive du 
peptide KDEL, Misendock et Rothman, 1995. J. Cell. Biol. 12S: 309-319. 
Par des etudes morphologiques et blochimiques, il a ete montre que le 
fragment B modifie et transporte de la membrane plasmide via des 
10 endosomes et Tappareil de Golgi vers le reticulum endoplasmique. Ce 
transport est inhib6 par le BFA (Brefeldine A metabolite fongique) et 
diminue par le nocodazole (agent depolymerisant des microtubules). 

Ces experiences montrent clalrement que le routage 
intracellulaire de la proteine de fusion vers le reticulum endoplasmique est 
15 presen/e. Pour evaluer le potentiel du fragment B en tant que vecteur 
d'epitope pour la vaccination anti-tumorale in vitro, I'epitope MAGE-1 a ete 
rajoute au fragment B-Glyc-KDEL dans les conditions experlmentales 
decrites plus haut. La nouvelle proteine a ete nommee B-MAGE-Glyc- 
KDEL. La proteine B-MAGE-Glyc-KDEL a ete couplee au fluorophore 
20 DTAF afm de pouvoir suivre son transport intracellulaire par microscopie 
confocale. Apres son intemallsation. cette proteine est detectable au 
niveau de I'appareil de Golgi ainsi qu'au niveau du RE des cellules HeLa. 
des cellules Pena-EBV (lignee de lymphocytes B immortallsees a I'aide du 
vims d'Epstein-Barr). Ces resultats confirment les observations originates 
25 concemant le transport intracellulaire d'un fragment B modifie a son 
extremite carboxy-terminale (decrit plus haut) et permettent d'affirmer que 
certaines cellules presentatrices de la lignee hematopoietiques sent 
capable d'intemaliser le fragment B et de transporter la proteine jusqu'au 
RE. 
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Nous allons maintenant preciser ces etudes en mesurant la N- 
glycosylation de la proteins B-MAGE-Glyc-KDEL. La N-glycosylation est 
une modification qui se fait specifiquement au niveau du RE. et nous avons 
montre precedemment qu'un fragment B porteur d'un site de 
5 reconnaissance pour la N-glycosylation est en fait glycosyle si elle est 
transportee jusqu'au RE. 

" - 2) Etude de la oresentatin n de rantinene MAGF-1 par rifts 
cellules Pena-EBV et dendritiniies duIspps p ar la nrnt«^ine B-MAGF-njlyr- 
KD£L 

■•^ Afin d'evaluer la capacite du fragment d'agir en tant que vecteur 

d'epitope, nous nous sommes servi d'un clone de lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL 82/30) reconnaissant specifiquement I'epitope MAGE-1 
associe au CMH de classe I de cellules presentatrices du haplotype HLA- 
A1. Ces CTL sont gardees en presence de cellules Pena-EBV ou 

15 dendritiques pulsees avec la proteine B-MAGE-Glyc-KDEL. Si I'epitope 
MAGE-1 est presente par des cellules presentatrices, les CTL seront 
activees et secreteront le Tinterferon y (IFNy). qui est ensuite dose. 

La quantite d'INFy secretee est proportionnelle a I'amplitude de 
la stimulation des CTL par des cellules presentatrices. 
^° cellules presentatrices (Pena-EBV et dendritiques), 20000 

cellules par micropuits a foods ronds) ont ete soit fixees 1 h avec du PBS- 
paragromaldehyde 4%. soit non fixees. Elles ont ensuite ete Iavees 2 fois 
avec de I'OptiMEM avant d'etre incubees pour 15 h avec des dilutions de la 
proteine B-MAGE-Glyc-KDEL. La proteine a ete testee a 4 dilutions, en 
25 commen9ant a une concentration de 1 0 mM final, et diluant de 5 en 5 dans 
du milieu OptiMEM (milieu sans serum). Apres 15 h. les plaques ont 6te 
Iavees 2 fois par centrifugation a basse vitesse. Les CTL (CTL 82/30) ont 
ete rajoutees a raison de 5000 CTL par puits dans 100 pi de milieu de 
culture (ID-HS-AAG + 25 U/ml d'IL2). Comme controls positif, des CTL 
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82/30 ont ete gardees en presence de la lignee G43 (lignee de 
lymphocytes B transfectees par un plasmide d'expression de MAGE-1). 
Apres 24 h d'incubation, les surnageants ont ete recoltes pour doser la 
quantlte d'IFNy prodult. 

Les resultats obtenus sont representes dans ie Tableau I. 

Tableau I 



Type de cellules 


Concentration de B-MAGE-Glyc-KDEL 






10 pM 


2 pM 


0.4 pM 


0.08 pM 


Dendrltiques 












fixees 


446+293 


821 + 64 


661 hl18 


312 + 181 




non fixees 


1 557+ 404 


1315 + 91 


1231 + 150 


1174 + 478 


Pena-EBV 












fixees 


70 + 47 


68 + 48 


23 + 32 


4 + 5 




non fixees 


1966+415 


1960 ^206 


1544 + 42 


853 + 116 



Les resultats sont representes par unite d'IFNy produit dans 
chaque conditions (moyenne +_ ecart type; n = 3). 

Nous constatons que les cellules dendritiques et les cellules 
Pena-EBV pulsees avec la proteine B-MAGE-Glyc-KDEL sont bien 
reconnues par les CTL, meme a de faibles concentrations de la proteine. 
Par contre, les cellules dendritiques et les cellules Pena-EBV. qui ont ete 
fixees prealablement. ne sont pas reconnues. II semble done qu'il y ait eu 
endocytose et processing de la proteine B-MAGE-Glyc-KDEL. Ces 
resultats encourageants seront maintenant etayes par des experiences de 
vaccination in vitro. 

Ill - Test d'activite antl-tumorale et/ou antivirale in vivo chez 

la souris. 

Les cellules dendritiques de souris sont preparees et marquees 
avec un antigene derive des proteines P21RAS. P53 ou EP2/NER pour 
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tester I'activite anti-tumoraie ou de HBV, EBV ou HPV pour tester I'actlvite 
antivirale. Cette preparation de cellules dendritiques est effectuee selon le 
protcxjole presente en I- 4) ci-dessus. 

Ces cellules dendritique sont ensuite tntrodultes chez la souris. 
5 L'effet antiviral ou anti-tumoral est observe par traitement 

ulterieur de ces souris ainsi greffees par des cellules tumorales ou des 
virus exprimant cet antigene. 

Conclusion 

Les sequences polypeptidiques ou les sequences 

10 polynucleotidiques de invention peuvent ainsi avantageusement constituer 
un principe actif d'une composition pharmaceutique destinee a traiter 
certains cancers ou certaines infections virales ou bacteriennes, a partir du 
moment ou un epitope particuiier dudit virus ou de ladite cellule cancereuse 
aura ete integree dans la sequence nucl6otidique recombinante. 

15 conduisant a une synthese d'un polypeptide chimerique susceptible d'etre 
restraint par le CMH classe 1 et d'etre exprime en surface membranaire 
des cellules du systeme immunitaire. 

IV :- Restauration du transport intraceiluiaire de la proteine 
mutee CFTR (AF508) a I'aide du fragment B de la toxine de Shiga. 

^° La proteine CFTR (cystis fibrosis transmembrane regulator) est 

un canal chlore de la membrane plasmique. Chez la grande majorite des 
patients atteints de mucoviscidose, le gene CFTR porte des mutations. La 
mutation (AF508), la plus frequente observee, affecte le routage 
intraceiluiaire de la proteine CFTR. En effet. la proteine mutee 

25 CFTR(AF508). qui est fonctionnelle en ce qui concerne son activlte canal 
ionique. reste bloquee au niveau du reticulum endoplasmique. au lieu 
d'etre transportee jusqu'a la membrane plasmique. Nous avons introduit 
dans le reticulum endoplasmique a I'aide du fragment B de la toxine de 
Shiga, un domaine de la proteine CFTR connu pour etre le domalne 
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d'interaction avec la proteine calnexine ("chaperonne" du RE). Ce domaine 
sera fusionne a I'extremite carboxy-terminale du fragment B. Nous avons 
teste que cette proteine chimerlque permet de deplacer les chaines N- 
glycosylees de la glycoprotelne CFTR (AF508) du site d'interaction avec la 
5 calnexine. ce qui a pour effet que la proteine CFTR (AF508) n'est plus 
retenue dans le reticulum endoplasmique et peut etre transportee jusqu'a 
la membrane plasmique et fonctionner alors nomialement. 

Dans un premier temps, nous avons constrult une proteine 
chimerique composee du fragment B et du domaine d'interaction derive de 
10 la proteine CFTR. Un signal de recyclage (le peptide KDEL) a ete ajoute a 
I'extremite carboxy-terminale de cette proteine afin d'augmenter sa 
retention dans le reticulum endoplasmique. II a ete tout d'abord verifie que 
la nouvelle proteine etait elle aussi transportee dans le reticulum 
endoplasmique des cellules cibles. La mobilisation de CFTR (AF508) a ete 
15 etudiee dans des cellules d'une iignee stable de cellules LLCPK1 
transfectees par I'ADNc de CFTR (AF508). Cette Iignee a ete etablie par 
Mile. M. A. Costa de Beauregard et M. D. Louvard (Institut Curie. Paris, 
CNRS UMR 144). La proteine CFTR (AF508) qui est exprimee dans ces 
cellules a ete de plus dotee d'un epitope tag. II est done possible de 
20 detecter par immunofluorescence I'arrivee de la proteine CFTR (AF508) au 
sein de la membrane plasmique. En I'absence de traitement. la membrane 
plasmique des cellules LLCPK1 de la Iignee est depourvue de marquage 
specifique de CFTR (AF508) au sein de la membrane plasmique. Si les 
resultats de ces experiences pilotes sont prometteurs. nous nous 
25 efforcerons de developper cette approche dans une optique de therapie de 
la mucoviscidose. 

Conclusion 

L'experience decrite ci-dessus montre que le polypeptide 
synthetique dans lequel X est constitue du domaine d'interaction entre le 
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proteine CFTR et ia calnexine peuvent avantageusement constituer le 
princIpe actif d'une composition therapeutique destine a traiter la 
mucoviscidose. En effet. la competition entre le domaine d'interaction mute 
existant chez le mutant et le fragment du polypeptide synthetique pour 
5 ('interaction avec la calnexine peut permettre de restaurer la secretion au 
niveau des bronches de la proteine mutee. 

Essai de presentatinn antinenig ne : 

Les cellules presentatrices d'antigene (CMSP. cellules B-EBV, 
cellules T. cellules dentritiques) ont ete incubees dans des microplaques 

10 de 96 puits a une densite de 10= cellules par puits et primees (pulsed) a 
37°C pendant 4 heures ou 15 heures avec I'antigene dissous dans 100 pi 
de milieu d'Iscove. A la fin de I'incubation, le milieu a ete enleve et 20.000 
cellules CTL ont ete ajoutees a chaque puits dans 100 pi de milieu de 
culture des CTL contenant 25 U/ml d-|L2. Apres 24 heures. 50 pi de 

15 sumageant ont 6te collectes et I'interferon y a ete mesure par un test 
ELISA (Diaclone). Dans certaines experiences, les cellules ont ete fixees 
avec 1 % parafomnaldehyde pendant 10 min a la temperature ambiante et 
lavees extensivement avant transfert dans des microplaques. 
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REVENDICATinMR 

1 - Sequence chimerique comprenant le fragment B de la toxine 
de Shiga ou un equivalent fonctionnel de celui-ci liee avec un ou plusieurs 

5 polypeptides repondant a la formule B - X. dans laquelie B represente le 
fragment B, X represente un ou plusieurs polypeptides dont la longueur 
totale a comme limite superieure celle de la compatibilite avec un transport 
retrograde. 

2 - Sequence selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle 
10 comprend en outre : 

- un site de glycosylation, ou 

- un signal de retention dans le reticulum endoplasmique. ou 

- un site de suifatation, ou 

- un melange de ceux-ci. 

""^ 3 - Sequence chimerique comprenant le fragment B de la toxine 

de Shiga ou un equivalent fonctionnel de celui-ci liee avec un ou plusieurs 
polynucleotides X' porteurs d'une sequence codant pour un polypeptide X 
dont I'expression est recherchee. 

4 - Sequence selon I'une des revendications 1 a 3 caracterisee 
20 en ce que X est un epitope susceptible d'etre presente par le complexe 

majeur d'histocompatibilite de classe I. 

5 - Sequence selon la revendication 4 caracterisee en ce que X 
est un epitope issu d'un polypeptide ou d une proteine dont Texpression a 
la surface de cellules du systeme immunitaire est recherchee et 

25 notamment dans le groupe forme de proteines de cellules cancereuses. de 
proteines de virus, d'oncogenes. 

6 - Sequence selon la revendication 5 caracterisee en ce que X 
est un epitope MAGE specifique de cellules de melanome. 
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7 - Sequence selon la revendication 5 caracterisee en ce que X 
est un polypeptide susceptible de restaurer ou d'activer une fonction du 
transport retrograde dans la cellule permettant I'expression d une proteine 
a la surface des cellules . 
5 8 - Sequence selon la revendication 7 caracterisee en ce que X 

est le domaine d'interaction entre la proteine CFTR et une molecule 
chaperonne. 

9 - Utilisation d'une sequence selon I'une des revendications 1 a 
8 pour la presentation antigenique d'epitopes sur des cellules du systeme 

10 innmunitaire. 

10 - Utilisation selon la revendication 9 caracterisee en ce que 
les cellules sont des cellules dendritiques ou des macrophages. 

1 1 - Utilisation selon la revendication 9 ou 10 caracterisee en ce 
que les epitopes sont issus d antigenes viraux. parasitaires ou bacteriens. 
ou derives de proteines sp6cifiques de cellules cancereuses, derives 
d'oncogenes ou derives de proteines de virus cancerogenes. 

12 - Utilisation d'une sequence selon I'une des revendications 1 
a 3 comme principe actif pour la restauration du transit intracellulaire de 
proteines mutees dans leur site d'attachement a une molecule chaperonne. 

13 - Utilisation selon la revendication 12 dans laquelle la 
proteine mut6e est la proteine CFTR responsable de la mucoviscidose. 

14 - Composition a visee therapeutique. caracterisee en ce 
qu'elle comprend comme principe actif une sequence selon I'une des 
revendications 1 a 8. 

15 - Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce 
que la sequence est une sequence polypeptidique selon la revendication 1. 

16 - Utilisation d'une sequence selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8 a la fabrication d'un medicament permettant de 
restaurer des deficits du transport intracellulaire. 
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17 - Utilisation d*une sequence selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8 pour la fabrication d'un medicament permettant de 
stimuler les defenses immunitaires de I'organisme vis-a-vis d'infections 
virales, parasitaires, bacteriennes, ou d'antigenes cancereuses. 
5 18 - Utilisation d'une sequence seion Tune quelconque des 

revendications 1 a 8 pour la fabrication d'un medicament permettant de 
diminuer ou supprimer des reactions immunitaires dans les maladies auto- 
immunes. 



>JSDOCID <WO . 990388 1A2 I > 



wo 99/03881 



PCT/FR98/01573 



< 



Si 



CO 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



JDOCID <WC 9O03881A2 ' > 



wo 99/03881 



PCT/FR98/01573 



2/5 



O 
O 



in 




o 
o 



IT) 



_! I ' * « ' ' 



-I 1 1 I 1 .t- 



-J 1 1 I L. 



o 



o 



(aiqnios V3X %) 

g- ^uaiuBej^ np uouepejBaa 



CM 

■MB 

11. 



990383 1A2 I > 



wo 99/03881 



PCT/FR98/01573 



3/5 



FIG. 3 



iFNr 

(pg/ml) ' 



APC:PBMC 











AOO- 




1 








300- 








T 




T 




200- 
















100- 
















0- 















oi m 



Peptide synthetique 



I 



ID 
t 

ro 
I 

CD 



3 3 



I 

>N 

ID 
I 

Ol 

s: 
I 

CO 



Ol 

I/) 



<o 



Proteine de fusion Shiga 



DOCIO <WO 59038S1A2 • > 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 99/03881 



PCT/FR98/0I573 



4/5 

1000 1 




OH ' — r 

.01 .1 1 



Concentration d'antigene (mM) 

Fig. 4 



P°03B81A2 I > 



wo 99/03881 PCT/FR98/01S73 



5/5 



FIG_5 



Medium 
Peptide Mage1 

ShigaD-Mage1 

Antp -Mage1 
Shiga B 
Shiga B-Mage1 

Medium 
Peptide Mage1 

Shiga B-Mage1 
Medium 

Peptide Marti 
Shiga B-Magel 



1 



CL 



A1 ^ 



A2 



100 200 300 ^00 500 600 700 

IFNY(pg/ml) 



B 



A1 



Ol 
ID 



A2 £ 

t 

OCl 



0 100 200 300 AOO 500 600 700 



IFNY(pg/inl) 



FEUILLE OE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



9903881 A2 • > 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETY INTELLECTUELLE 
Bureau imemauonal 




PCX 

DEMANDE TNTERiNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCD 



(51) Classification Internationale des brevets ^ : 
C12N 15/11, C07K 14/25, 14/245, 14/47, 
14/705, A6 IK 38/04, C12N 15/62 



A3 



(11) Ntunero de publication Internationale: WO 99/03881 
(43) Date de publication intemationale: 28 janvier 1999 (28.01.99) 



(21) Numero dc la dcmande Internationale: PCT/FR98/01573 

(22) Date de depot international: 17 juillet 1998 (17.07.98) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

97/09185 18 juiliei 1997 (18.07.97) 



FR 



(71) Deposants (pour tous ies Etats designes saufUS): INSTTTUT 

CURIE [FR/FRJ; 26. rue d'Ulm. F-75248 Paris Cedex 
05 (FR). CENTOE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
SCIENTIFIQUE [FR/FR); 3. rue Michcl-Ange, F-75794 
Paris Ccdex 16 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Ddposants (US seulement): GQUD. Bruno 
[FR/FR]; 61, rue des Morillons, F-75015 Paris (FR). 
JOHANNES. Ludger [FR/FRJ; 20, rue des Maraichcrs, 

F-75020 Paris (FR). 

(74) Mandataires: GUTMANN, Ernest etc.; Ernest Gunnann-Yves 
Plasseraud S.A., 3, rue Chauveau-Lagaide. F-75008 Paris 
(FR). 



(81) Etats designes: AL. AM, AT, AU. A2, BA. BB. BG, BR. 
BY. CA. CH, CN. CU, CZ. DE, DK. EE, ES. Fl, GB. GE. 
GH. GM. HR. HU. ID. IL. IS. JP. KE. KG, KP. KR, KZ. 
LC. LK. LR. LS. LT. LU. LV. MD, MG. MK. MN. MW'. 
MX. NO. NZ. PL. PT. RO, RU, SD, SE, SG, SI. SK. SL. 
TJ. TM. TR, TT. UA. UG. US. U2, VN. YU, ZW. brevet 
ARIPO (GH. GM, KE, LS, MW, SD. S2, UG. ZW), brevet 
euTBsien (AM, A2. BY, KG. K2, MD. RU. TJ, TM), brevet 
curopdcn (AT, BE, CH. CY. DE. DK, ES, FI. FR. GB, GR. 
IE, IT, LU. MC. NL, PT. SE), brevet OAPI (BF. BJ, CF. 
CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE. SN, TD. TG) 



Pubiiee 

Avec rappori de recherche tnternattonale 

(88) Date de publication du rapport de recherche Internationale: 

29juin 2000 (29.06.00)1 



(54) TiUe: CHIMERIC POLYPEPTIDE COMPRISING THE FRAGMENT B OF SHIGA TOXIN AND PEPTIDES OF THERAPEUTIC 
INTER ES T 

(54) Titre: POLYPEPTIDE CHIMERIQUE COMPRENANT LE FRAGMENT B DE LA TOXINE SHIGA ET DES PEPTTOES 
D'INTERET THERAPEUTIQUE i-ca-iiuco 



60 T 



9 

C a ± 40-- 

-•g St ■ / 

11 >-"i 

T 



10 




50 



100 



150 



200 



incubation ^ 3rC (min) 



250 



(57) Abstract 
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